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KARAKTERTSASI PROTEASE Baciilus sp. UGMS
Characteri z.ati on of pretease liom Bacillussp. tJGlr..{5
Pr0teasc aclalah enz.rnr 
-r-ang tlapat tnenghidrolrsa ikat;rn peptitla pittl;r ltrrr
tcln l'roicitsc <lapal tlihasilkan tlarr hewan lIl?ltlpllll trtmhuhan' tlitltltltt ;ttl:ttly
perkcrrrhirngal lehnologl )'allg pesal terlrtitlna tltbldattg htolekllrtlogr tcllr
lrr",r.la,likarr mikroha ,"bugal srrlah saltt Pcnghasil plolcitse yang P()tellsial Nlikrolr
disrikrr untuk kcperluau pr(xtuksl enziln sccalzr kotlcrsial clengan alasarl tlirlri
diproduksi dalun irunlah besar. produktivitasnya lehih rnudah ditingkatkan, lrasilrry
l"bih ."raguln dan harg:mya relatil'lehih mrtralt (.lenny dan Lily. 1994' Suh:rrlorr
dkk. 199.1) Salah satu nrikroha llenghasil l)rotease xlalirh llot'illu.s sp. (Wiurl, l()tt'5
llakien tersehut rnutlarh tumbuh tlalanr berhagai tnctlia dcngan srthu pertrtrttlrrrh;r
(])lttinrurp rrclalah .]70( ' rlan waklu inktrbasi antara l8 24 iarn (Raiu dkk' 199(r) ;tl:i
2i 1u,,, ('l'akarni (lkk,l992), ,arla kouclisi terschut didapat aktil'itas pr'te.lilr
reLringgi \varrl (l-98"5) clan l{a.lu tlkk (1996) mett\';tlirkart bahwa Btrt'illrt.t t,
rnetrglt:rsilklrl l)rolease ekstraselttlar Iitzjrn ekstra tlatt itttra yiutg cliprtxhrksi olt
rnikroha tcrsehut tennasuk gol<tngan e1<lopelltitlasc tlatt tttctnpunyai aktir it:
katalitik |acla dilerlh uetral siuil;rti :rlkrrli (winiurlo l()t(3). Setioyno dkk ( l()()
hcrlrasil rirengisolasi Bacillusr7 tr(iM-5. h:rkteri inr dikatakan sebagai pcnglt;r:
I)rot(jasc Yatlg Potellsial
6irna rriengctah,i leSih 1aniut te.tang srl'irt-sifat protQrric yang dihasilki
oleh isolar hakreri tersehul, tnaka penclitian ini dilaktrkan I)idalam peneliti:rr) I
tlilakukiur l)cmtll'trian pr()tcase tnenggttnlkatt l'raksinast atnonittrn srr'll'irt rll
krorrratogral'i gcl
CARA PENELITTAN
K,nrlisi ;rertumbrrhan nrikroba. Bat"illus s7r I (i1\l-5 tliltuttbttlrkirtt tl:rli
rrrcrlr;r l.rrt'rir. tliilku[asikltr llatl;t sttItt \'7r( . 21 ;irttt tlltl:tttt ittktthitlot \it
fic:l-ggyirrrg K6lrrrrschiuryak llitcrtlipancnclengzrlttliscntrrlirg:rsr tl'-5OOgscl:rr
2O lnerrrt srrlrrr -10(' Sttpcnlalalt 1r)2.5 rnl) digtrnakiur schagrti ekstrak kas:tr ltt
I cits(
|}enqrrjianaktiviiasprotease.Aktir,itirsproteasedirr.lipadasrthlralk:rsr
ll,r,trrr:rstei1. nl13nuntl nlcnurll rpel()da Mzrlathi tlan ('lrakrahrlrty (1991) tlcllp
lrrrll'er tris.( 'l Pl I ri,-5 tlan serrtrilugasi ( Kwarr (lkk, l gtt-l). Aktivitas enzirn tlittyirlirh
tlaliun rrrril (lr) 1'alrg tliclellrrisikiur scbagai sejtrnrl;rtr enzim yturg diperluk:ul rlnl
rrrcrrglursilkurr I rng rirosin Pixla korrrlisi l)eru)baan tliatas Aktivitas spcsilik:rrl;rl
irktrvtl;ts e ttzllll l)cr llrg l)r'olcll!
Penentuan plotein. Korrscnlrasi Proteitt ditcntukan nlellllnll mel(xle Ir)\'
rlkk rlcrrg:ur ;tllrrrlln scrltltl \ill)l tligurrak:rrr schagai slanditr (l'ctcrson. l()()7)
T.P. Widowatir), Soemitro Djojowidagdo2),
Setiyond), dan Vyidya Asmara3)
ABSTRACT
The obiective ofthis experhnenl is to identifithe characrers ofproerease produced by Bacil-lus sp. uGMS. the protease tecreted by Bacillus sp. (J{}MS ias first isitated, purfied andthen characteriz.ed. The crude enzyme har the .cp)sifc activity iy t .H Ut^g,' however, the
spesific activity oJ purified enzyme was increased by 23.8 times Jokl and tlie' recovery was33.699o. The PA1E of nondenatured crude enzyme's showes two types oJ ptroreases, hrw-
ever, the sDS-FAGE of denafired purified enzyme showedfour pro-iin-oirias with mole<a-lar weigh* of 55.5 kDa, 5r kDa, t9kDa, and 15.5 kDa rispectivery.The rtptimum pH ard
temperahtreJor the enTyme tcrivity are g.5 and 420c and-belongi to serin protease type,
with Km value 3 X l0l rnM andWnax a.0890 mMl3\minutes. The activity is iot inhibited byCa'z, Fe'z and EDTA.
INTISARI
Tuiuan penelihan ini adalah untuk mengkarakteris'asi prote&te yang dipntelukti Bac:illu.t
sy uGMS Prote*ce yang disekre;si oreh Baciilu,r .s:p. IJGMS p"rio*'o-to,no diisokts,i,dipurifikasi kemudian dikaraterisasi. Enzimkasar mempunyai spesifk t,l4 U/m1i. Aktivitas
spesifk en4ilnvang dimurnikan meningkat 23,8 kali dengan recovery 33,69%,. Elektr.joresisgel poliakrilamid enrimkasar tanpa. denatwrisasi menunjukkan ada dua tipe prot€ase,
sedangkan hanit elektrort)i\i, get poliakrilanid enrirn vang dipuifikasi dan didenarur*a,;i
menunjukkan ada empat pita protein dengan bemt pr,tein ma,;irg-ma-sing 55,s kDa, srkDa, I8 kDa, dan r s,s kDa. pH dan te.mperatur. optimum aktiviti enrimitratoh g,s 6an
,120C, termasuktipe proteav serin, tlengan nilai Km 3X!0.1 mM dan V max 0,0g90mMljT
menit' Aktivitas enzim tklak dih.anthu oleh adanya ion oa*z, F.e*2 dan EDTA,
PENGANTAR
Proteirse tnenlpakiut ertzirn yang b:uryak cliaplikasikzul seceua komersial haik
dldalam industri l)ruigan ltlatll)ull non piulgrul. lnrlustri pangiur rnenriurl'aatkan pr.,-
tease a.tara Iain dalarn pemrr*atan roti, bir, keju, dah pengerup,kan daging,
sedangkan pada industri non pangan protanse digunakan antara lain6alam indpstrideterjen clan pcnyamaka, kulit. IIa*rpir (t\g,t ,Jitri 
"iurnlah enzi*r y;r,gdipertlagangkur adzrlah herupa enzirn proteasc (Wru.d" l ggi).
llEilEtrFgfi,ko,to
2) IrukuIta:; Peternoka.n U(i/.,l, ytgyukarta
3) I;akultns Kedokteran Hex'an IlGll4, yogyakortu
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Pemurnian protease. pekcrjaan pcmurnian rni tlir;rkukan pada s*hu 40(iI hzj m kasar diliaksinasi dengan 
"_",t *i.,rrrr ;n%:; r;,',?ilfi ,1i* dikeni ng.bekukan, kemucrian dinras.kliur kororn iis". x :z-nr) y"ng;;ir;i;M-sephaaex(l-'50' Eusi menggunakau h*ft'er asetai zti *v pfr 6,0 cle,gan graaienr Nacl0'5M (yum dkk' lgg4)- EIuen <ritanprng, ar*n,rrtan.n1{il ka,<Iungan proreinnyapada pa'iang gelonrbang 27snm. ir.oli*i-J"rg,rn akrivitas proteoritik rerbesardikurnpulkern tl:ur digrrn:rkan schagai li,,kri 
.llrrirrr rrrrtrk dikaraklerisasi.
Penenr,a, p:.t:,:l,l_I"l,rt rrr,lckul prorci, enzirn. p.la protein enzirnditentukan dengan SDS-r'AciE (r 
-.rerrrnri , tg*n lrreparasi s:un1rcl rnemakai metoda-llsuchiya dkk (r992).. I]crar rnorckur proroin crircnrirkan n,"1,,t,,i ,,iioi p"rg".or.onrelatil'(RI] pila ;rr.reiu rncrrgac, nretorra w"t 
".,tn, 
()sb.rrr. (1969)
overray ger' r,nzim kasar ,ipisahk;rn me,gg.nakan elektroforesispoliakrilamid r;urpa denarrrrasi, ger yarrg rrapat <rircrakkai arnru, *"iin irgar susu
HffillJ:Jl}d*n' Zone t'"nine va,L ,"'.i"r,rt menandakan ra*y,, aktivitas
Pengaruh pH dan temperatur terhadap aktivitas protease. t.r.tukpcnentuiur p[I c4rrirnunr, zrkrivitas prolease cliuii pada ti,,o*n l,iri_]ii. rr.u*u,u*,suhu r4rtirnunr dikerfaklrr patra kis:u-:ur srrhu 37{( r hirrgga 6-50( i,;ur:r;rrr 
.,tirnunnya.
Penga.uh penambahan ion r'gam,an zat penghambat. I,n r.giun, at;urzl{ lre,ghanrbat dit,,rhahkar: kedaliurir,nr.irn, rrii,kubasikan r.5 rrrcnit k.rnurriarrtlitiunbahkiur suhstrar rlalarn hull.cr tris (.t li,il,rna (pll g,.5)
Penentuan nirai Km dan vmaks. Nirai r(rn tran Vrnaks enzirn tritri:katitlengur'i,lafl tncttettttrkan akfivitas Pr.rt,,,,litik.f rpad;r bcrhagril korrse,{rasi subsirat$,5oh 4,01it).
pem*rniann.","I*tll;,,:,1[:'-lif,l3f f ],,,r*rikanmenggun,:rkankolorn c-'M-sephadex a 50 rnc,,uj,,r,t,,r. 
"rrrjr,,, punc* prolci, yarrg tcr<riri eluisa(u rlu,c.k hesar da, l.iga puncak kecir. Ii.r*si rreugarr pu,r"rk r,"r,,r-f"uunlrttru,aktjvilas Pl'rtcolitik Jrarilrgting.ui 1r;.u,,r,,,,:-ir. r,",,,,,,r,j* lnerrggrrr;il*;r, arrrrir,nsull-ar clan cM SephadeT.s 
'nrl,:,rhr.irkarr 
p"rringkatar kcmunri;rn enz.im 23,gk;rli dan hasil akllir .J3,6(,t{tl) total akivitas ,",rr,01,,(.label l)llirsil erckrrolb'isi sl)s Ir,4(itri lrrc*rrn.irrkkan nrasirr'atr:r errl)irr 
,ila ,rrteilrpada liaksi enzitn yartg rtirrtuntikatt (c;nr,har i), tle,gan tle,rikia,,crnur,ialr yangtlilakukalr urasih lncnrp,,k,r, ;t.,rrurrr;r,, pn,"ini.
Nlmr Frrkrl
( iiutrbar I. Prolil kanclungan proteilr rlau aktivitas llnrtcolrIr
hasil I'raksinasi kololn.
--+-- Aktivitas prorcolitik (l r/nrl)
Ahsorb:ursi pada 27-5 nrn
Penentrran berat molekul. Protein hasil pernurnian tertliri dari clnp;tl 1r
yang masinrg-rnasing berat m<>lekul 
-5-1,-5 kDa,5l kDa, l8 kDa dan l-5,-5 kDa. l'|c
lnolelnrl tLu-i pxrtein enzim helum d:rpat ditentukan cleng;ur pasti, meskiprur dclttikr
salah satrr pita protein tersebul mirip dengm protease-seritr A d:ur B dari Strcpt
uryccs gricus yangmernpunyai trerat rnolekul 18,09 kDa dan 18,63 kDa (\iun rll
t9e4).
I lrrsi elcctrolirrcsis ckstra kasar cuzirn tiuxla deua-trtrasi y:urg diinkuh:rsik
lrada strhstrar agilr susu sktrn(overlay gel) nrcnunjukkzur acla tltt:r tnitc:un prolc:
ckslrascltrlcr' 1':rrrg dikantltug l)acillus sp. tlGlv{-5 ((iamb:u 3).
Iirhcl I Il:rsil pctrrttnrialt protcase [Jacillus.r7. t)GM-5
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Pengaruh pH dan suhu. Aktivitas proteolitik Bar:illru sp.UGM5 ntengalltr
kenaik:ur mulai pH 5 dan mencaPai optimun pada pH 8,5 detrgan nilar aktivit
27,21rlltmg.I'ada pll y:urg lebih tinggi lagi aktivitasnya menurull rlm pada pll
akti v itasnya urenjatli sangat rertdah(Garnbar 4).
Aktivitas pt'otease Rar:illus sp.LIGM-5 relatif tinggi antala plI 8,0 sirrrrl
9,-5 dengan kondisi clemikirm sangat sesuai menggunakiur protease isolat tcrscl
untuk proses-proses yang rnenghendaki pH alkali seperti misahrya prtlses billr
pada i nclustri penyrunakeur kuli t.
Kondisi diatas tidak.iauh herbeda dengan protease genus Bacill.u.s yiurg tcl
clilaporkzur oleh peneliti lain. Raiu dl*. (199O melaporkan brrhwa isolat Bacil
"rp.yrrrg tlitelitinya rnenrpunyaikisar:ur pl-l optimun 7,-5 dan 9,0, st:diutg.Suhartrr
,iff.f f yq+lrlenyatakiurhahwaprotease ektraselular Ba.r:illustrmutnnyamentpitl
G :lrr roar 2. Has i ll electrolbresi s protein B aci I I us sp. U G M 
-5
a. enzlrn yang telah dimurnikzur, b enzirn kasar
c. marker
Iltrl senada dika[rka-n oleh warcl ( l9g-5) bahwa Bar:ilh.r sp. mempuryar lebih irari
satu macam protease ektraselular, yzurg kaclangkala sukar dipisahkan sat' $amalain*ya dikarenakan aktivitas optimurn,ya terletak pada daerah yang saling
herdekatan. Suhzntcrno clkk. ( 1994) melaporkan bahla tsac:illus slear<tthernrtphillu,r
NRILl, Bll72 yttttg ditelitinyaj,ga meinp,,yai clua mac:rm proreasc
( iiu,har 
-] I lasiI elektrolbrisis l)rotease Boc:illus.rp. t rt iM 5
tidak didenaturasi pada lnedia agar-susu skirrr
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protcase netral samPai alkali.
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Akrivitas J)r'olcasc Bu(illus.rp. tJtiM-5 lcrlihal rneningkat dcllgar rnik
sulrrr tl;ut lncrrcapai akiivittrs tcrlinggi pada sulru -120(1, keurucliiut trerangsttr-itn1
nlerrurun pada stthu yang lebih tinggi (Galnbar 5).Protease ini mernpunyai pros
vang baik karcna rncilpuuyai aktivitas rnaksinral pada suhu yang lcbih tir
ililr,urtlirrgkan dcrrgarr protease nresolilik Bacillus yang lain ' I'enelitiart Ra.iu t
( 199(r) rricrru,.iukkzur is<'i.at Bacillur .?. yiulg cliguntrliiurnya menpulyai aktiv
rnirksirrtitf lriula srthtl -370( ', sctlarrg'lhkiuni tlkk. ( I 99 I ) nrelaporkat Batillus s1t ' t
lOl 1,:rrrg tlitelitilrya rncntpunvai suhu optimurn 300(1. Pada umurntlya cn
,,,",.11r,,,rVui aktiviras terlinggi patla kis:u'iur srrhu.l0-400(l atau sedikit lchih tir
rli;rf :rs srrlru perltunbulralt org:utislrteuya (lUcharclson, 1976), n:unun atla jtrga ctt
y11g l',lcrsiiitt llrclrnoslabil schingga krhan sarnperi suhu cliatas 750(l (ltcctl' l9
ti!
Iii 32.00 l{t
\
\
a
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-ioir.t.1;rD.'rotlra
(iarubar 4. l'cltgaruh ;lll tcrhada;l aktivitas protcolitik enzim
l(r 37 Ma.lalah Bauang Kulit, Kruct tlall I'lt
IReageu Aktivitas Relatif (7o) Reagen Aktivitas llclrrtit (']4,)
e?
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Dt
a
E
Ea
aa:
I
Kontrol
F.lll'A I mM
l() rnNl
['MSli I nrM
l0 rnM
I'MSI; I nrM
l0 rnM
100
r13.q 12,15
9-5,92 + I,.18
37.24 + O32
12.24+ l,1.a
-\'7,24 + (\,32
12.24 + 0,1'/
(laC-I, 
-5rnM
l0mlv4
FerS,$ 
-5 mM
l0 rnM
[:erSOo -5mlv{
lOnrM
10(r,63 L O.-57
101.0 + I ,lo
97,98 + 0,04
95,96 r 0,tt5
97,98 + 0.04
95.96 + 0,tt.5
(i:unhar 5. penganrh suhu terhadap aktivitas proitolitik enanr
Dengan suhu optiurum 420(-., protease isolat Ba.r:illrr .p. UGM-5 tlapal
digurakzur sebagai age^sia bati,g. wlson (197g)mengaterkan suhu awal pengolzrtrzur
p:rda t:rhapan proses pra-penyarnakan clisaranka, ticlak rnelebihi 4500,;renggunzuur
panas d:iatas suhu terseliut harus clilakukan secara hati-hati karena ci:nclerung
rnenvehabkim kulit jadinya men jadi gentbos.
Pengaruh ion logam dan zat penghambat. l\rrtease Bo.ciilus.rp t I{iM5
sangar dihambiil oleh phertyr nrctrrune su$onyr frttor-ide (pMSI), serra.g pcngiu-urr
;rcrrarnhalran ethvlgng diamine terrdo(:etv(. ar.irt (l;.D'l-A) tcrharlap aktir.itas e,zirn
sarrgat kccil (lirhcl 2). Bertlasarkiur silat pengh:unhatnya, cnzjrl tcrscbrrl htrk.n
rncrtrJ,ukan proicase-logam akan tctapi cligolongkan rlalam proteasc scLirr,
kcsilnPuLur irri rlidukrurg tlengan ph optimurnnya sekitar g,5. I,MSII akzrn bcrk:ritarr
tlengan rcsitlrr serirt pacla sisi aktil'enzjrn sehingga aktivitas cnzirn nrcnja<li sangarhcrk,rarrg (lley*on da, [!.nd, l9g(r, 'I'.suchiyzr dkk, r992). ward 1ios.;; lugnrnengataka. bahrva protease-seri. mcrnpunyai pH optimulrr rliatas pH netr.l.
'lhbel 2. Pcngaruh z-at pcngharnhat dan ion logam terhadap 
^ktivit;rs 
pr.tease.
Reaksi enzint dengnn berbagai konsentrasi substral Aktivitas enzirtt lt:t
pclrlulriatr rnenilgkat se.ialan tlcngeul bertalttbalmya konserrlrasi substral, itkittt lt'l;
setelah lnelcallai kttttstrasi kasein 2,5t7o aktivitasnriir rolatil'te tap, yatrg ltr:rrti t'ltz'
tclal r,c*galrrili ke.iclruhan ((iarlhar (r). ( lreightorr ( 1984) rttengetltrtk;rk.tt h;tl'
substral ,,han hereaksi ilcrtgiur enzinl hinggl .ie1uh tlettgltt tnent[entttk korttpl
elzjnt-suhstrat sehingga pcllirlgkalal kosctrlrasi stt[strat tidirk lagi nlenirrgkirtk
kecelt:ttan rcaksi.
lrcrsarrr:uur garis l-iucrvcal'cr'llttrk yiurg tlipe rolch tlaPal dilihat;ratl;r 
( i;rlrrl
7. l'rrrtcasc llat'illus ;;p.ll(iNl-5 rncnrPturytri rlilai Ktn- l X l0'r Md:ul \'111n1 "' o'ol
lv,li-10 rnenit.l larga Knr onzjnr siurgat herr':uiasi totalli patla umurnlrya berkis;u ;rrrt
IO b I()IN1 tergantung.ionisstrbstraltlzurkondisi lingkurlganrlya(Winarno'I()tl
l)cngan nilai sebcsar3 x l0-tM' Ktn proleirse Brtt'illus 'p { I(itvl-5 tersehttl lenttitr
b..,rilr,i setlang, tcrlctak tliaulartr krsaran nilai Kllr enz-im pacla ulnulllllyil.
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Krvrur. K.K.g., S. Nakai alcl B.J. Skura. l9tt3. Oourparisou ol'lirur ntelhrxls lor rk'
terrnirtitrg proteasc activity in milk..l' l;oocl Sci '18 (-5): l4lli'
l;rcinli,lt.K. lgT0Oleavagcol'strukturalproteintlurirlgtlrcascrrrblyol lltt'ltt;rt
ol bacteriolagc'l'A Nattlrc 227 .640'
Mirl:rtlri. S arrtl R. ( )hakralrtlrty. I99I . l)rodtrctioll ol alkalirle l)I()lcasc hy ir Nt'rr ' \ I
pergillus llavus isolate untler st>lid-substratc l'crlnenlation ct>ttdilittrts lot ttr
as a tlcpil:rtion agent. Appl linvirorr'N{icrobiol' 5'7 (3):7 12'
f 
)clcrsorr, (i.1.. l9'77 . A sirnplil'icatiotr ol' thc proleirr ;rssay rnelh<ltls ol l ,orvt ) t'l :r
rvlrich is tttolc geucrally allplicablc. Anal biochcrn' 83:3'46'
Ra.yu, A.A., N.K. (lh:urdrahabu, N. Samivelu, (l Rose and N'M Rao l9lXr lt rr
l'ricrrdly eilz.irnatic tlehairing usitlg itxtracellular;rrotcasc liorn it ll:rt'rllrts
Specics isolatc. JAt,( IAQ 9l (-5): I l-5'
ll.cetl, (j. 197-5. Iirz.l,rncs in lrxrtl l'rrcessirtg. Ac;ttlctttic l'rcss. Ncrv )irrk
Riclrarrlsorr,'l'. l976.lhrz.ynres. Irr: ll'inciples ol. liro<l Scicttce. Ikl. hv o l{ ltrrr
rtry Nl;trccl l)ckkcr lrrc., New \1lrk
Sclrrr1 ., irr j:rdi, Lics Mira \irsi;rti rliur .liunlrari, 199-5.'l'hc ;rrtltltrc:titltt ol ttort t oll
gcnPr()lcasc<rfpancrcaticglarrd't)apaya,;lirrcapplcjuiccirtrdttticrtrhtsl
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(iarnlrar 7. Persiunlan garis Lincweaver-lJurk Protease Rctcillus s/.1t(iM-5
KESIMPULAN
Racillus .?. tl(]M-5 rnempunyai tlua utacarn l)ro(c:rsc ekstrascluler.
Peinttmizur dengan OIM-Scphaclex C--5O nreningkatk:ur zrktivitas spcsil'ik cnz.im 23,11
kzrli dengzur recovert 
-\3,69%. ProLein hasil penurnrian urasih nrcrnpunyai crrrpal
pita dan belurn bisa diteutukzur dcngau pasti bcrat molekul diu'i proteiu cnzim.
Protcase hasil pernurnian nrcrnpuuyai aktivitas optirnurn pacla tt,-5,
tcnll)eratur -120(', nil;ri Kur = .i x lo ' M rlan Vnr:rks --- o.o89o rrrN.,l/3(t rnenit. tlarr
lcrrtrirsrrk golorrglur proteirsc-scrin
PENDAPAT'
Silat/karalitcr Ilacillrrs sp t t(ilvl.5 lcrschut rlall:rt rligrrrrakurr rlal:urr inrlustri
ltcttyantakatt krrlit, khusustrya schitg:ri sirl:rh s:ttu tr:rhan bukrr rrrrluk pcrnbrraturr
;rgerrsia fuiliri14.
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